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Novel hydrogel compositions of diester crosslinked polyglucans and a process for their preparation are 
provided. Amylose, dextran, and pullulan succinates and glutarates when crosslinked as described 
were found to not only have use as general fluid sorbants but also to have exceptional hemostatic 
activity, adherence to a wound, and bioabsorption without causing undue irritation of the tissue or toxic 
effects. Reticulated hydrogel sponges made of the crosslinked diesters which are particularly useful as 
general fluid sorbants, and those of amylose succinate and amylose glutarate are most excellent 
bioabsorbable hemostatic agents. The sponges are made by lyophilizing water-soluble salts of the 
mono- or half-esters, such as water-soluble salts of amylose succinate or amylose glutarate, under 
process conditions of the invention in the presence of a reticulating agent which causes a controlled 
melting of the salt solution as it nears the dry state during the lyophilizing step. The resulting 
reticulated, porous, open-celled sponge is then crosslinked by heating the sponge under dehydrating 
conditions to form diester-crosslinks. The sponge is highly porous, is moderately strong, and has the 
ability to retain up to 40 times its weight of isotonic saline. When neutralized with physiologically 
acceptable salts, the sponge has exceptional hemostatic activity, adherence to bleeding tissue, and 
bioabsorption without causing substantial irritation of the tissue or toxic effects. 
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Patentanspruche 

1. Wasserunlosliche vernetzte Poty^lu^hdiester-Hydrogele in Form eines Pulvers oder in Form netzartiVer 
poroser Schwamme aus Amylose, Dextran oder Pullulan und Bernsteinsaure oder Glutarsaure mit einer 
Salzretenuon des neutralen Natriiimsalzes des Hydrogels in einer isotonischen Kochsalzlosung von etwa 5 
bis30,erhaltlichnach demVerfahrengemaO Anspruch 5 oder 6. 

2. Hydrogeischwamm nach Anspruch 1, gekennzeichnet durch eine mittlere PorengroBe von hochstens 
1 mm.einLeervolumenvonetwaSObisgS^undeinSchuttgewichtvonO^ObisOO/Sg/cm 3 

3. Hydrogeischwamm nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB er aus vernetztem Amylosesuxinat 
oder -glutarat besteht. 

i u Hy CT d J° L geIschwamm nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB er auf seiner 
Oberflache wenigstens zum Teil ein Hydrogelpuiver nach Anspruch \ in einer Menge von etwa 0 1 bis 1 0 
TeilenproGewichtsemheitdesSchwammsaufweist. 

5. Verfahren zur Herstellung von vernetztem Polyglucandiester-Hydrogelpulver nach Anspruch 1, dadurch 
gekennzeichnet, daB man . 

a) zunachst durch Umsetzung von Amylose, Dextran oder Pullulan mit Bernsteinsaure- oder Glutar- 
saureanhydnd den entsprechenden Polyglucanbernsteinsaure- oder -glutarsauremonoester mit einem 
Substitutionsgrad von 0,35 bis 2J5 in an sich bekarinter Weise herstellt 

b) den erhaltenen Monoester auf einen pH-Wert von weniger als 5,2 ansauert, 

c) d^n angesauerten Monoester bis auf einen Wassergehalt von weniger als 1 0% trocknet und 

d) den so erhaltenen Monoester der Vernetzungsreaktion unterwirft, wobei das Restwasser und das 
bei der Vernetzungsreaktion unter Bildung von Diestergruppen entstehende Wasser bei Temperatu- 
ren von hochstens etwa 135°C entfernt werden und wobei die Vernetzungszeit so gewahlt wird daB 
das entstehende Produkt als neutrales Natriumsalz eine Salzretention von etwa 5 bis 30 aufweist und 
gegebenenfalls 

e) das erhaltene Hydrt^elpulver in ein physiologisch vertragliches Sal i mit einem pH-Wert von etwa 5 
bis 8 uberfuhrt K 

6. Verfahren zur Herstellung von vernetztem Polyglucandiester-Hydrogelschwamm nach Anspruch 1 
dadurch gekennzeichnet, daB man H • ' 

a) zunachst du-.cn Un .etzung von Amylose, Dextran oder Pullulan mit Bernsteinsaure- oder Glutar- 
saureanhydnd den entsprechenden Polyglucanbernsteinsaure- oder -glutarsauremonoester mit einem 
Substitutionsgrad von 0, 3 bis 2,5 in an sich bekannter Weise herstellt, 

b) den erhaltenen Monoester auf einen pH-Wert von weniger als 5,2 ansauert 

c) nach dem Ansauern Uimethylsulfoxid, Dimethylacetamid, Formamid, Dimethylformamid, 2-PyrroIi- 
don oder l-Methyl-2-pyrrohdon als Netzwerkbildner in einer solchen Menge zugibt, daB wahrend der 
nachfolgenden Gefnertrocknung ein kontrolliertes Schmelzen ermoglicht wird 

d) das Gemisch bei einer Temperatur unterhalb etwa -30°C einfriert oder bei einem Druck von 
hochstens 1,3 mbar gefnertrocknet und 

e) das nach d) erhaltene Produkt der Vernetzungsreaktion unterwirft, wobei das Restwasser und das 
bei der Vernetzungsreaktion unter Bildung von Diestergruppen entstehende Wasser bei Temperatu- 
re n von hochstens etwa 135°C entfernt werden und wobei die Vernetzungszeit so gewahlt wird daB 
das entstehende Produkt als neutrales Natriumsalz eine Salzretention von etwa 5 bis 30 aufweist* und 
gegebenenfalls ' 

0 den erhaltenen Hydrogeischwamm in ein physiologisch vertragliches Salz mit einem pH-Wert von 
etwa 5 bis 8 uberfuhrt. p 1 

7 Verfahren nach Anspruch 5 oder 6, dadurch gekennzeichnet, daB man als Monoester Polyglucansuccinat 
oder -glutarat mit einem Substitutionsgracf von etwa 0,8 bis U einsetzL 

8. Verwendung der vernetzten Polyglucandiester-Hydrogele nach Anspruch 1 als blutstillende Mittei. 

Beschreibung 

^olyglucanhydrogele mit Piather-Vernetzungsgruppen sind bekannt, vgL US-PS 32 08 994 und 30 42 667 
Diese Polyglucanhydroge le konnen jedoch nicht als biologisch resorbierbare hamostatische Mittei eingesetzt 
werden, da sie mcht biologisch abbaubar sind. cmgeseizi 

Zahlreiche Typen von Polyglucanen sind als biologisch resorbierbare hamostatische Mittei bekannt wie 
NOroxidierte Cellulose (Oxycel) oder N0 2 -oxidierte und regenerierte Cellulose (Surgicel). Diese Produk e 
naben jedoch mehrere Nachteile: 

(1) Sie reagieren stark sauer, verzdgern die Wundabheilung und konnen in extremen Fallen so E ar Gewebe-* 
nekroseerzeugen; 6 cuc 

(2) sie sind in der Zusammensetzung nicht einheitlich, da schon nach 30 Tagen RGckstande gebildet werden 
dieGewebsentzQndungenverursachen; 6 cn ' 

(3) sie haften nicht fest am blutenden Gcwebe. 
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Cellulosesulfat und Carboxymethylceliulose sind ebenfalls als biologisch resorbierbare hamostatische Mittel 
bekannt; vgl. US- PS 27 64 159. 27 72 999, 27 73 000. 29 14 444 und 31 22 479. Diese Produkte sind aber nur in der 
Saureform wirksam und verursachen daher verzogertes Abheilen und starke entzundliche Reaktionen. 

In der US-PS 37 65 419 ist die Verwendung von Amyloseacetaten mit einem bestimmten Substitutionsgrad als 
hamostatisches Mittel beschrieben. Diese Monoester konnen jedoch keine Diestervernetzungen bilden und 5 
besitzen nicht die erforderlichen harnostatischen Eigenschaften. 

Bisher ist kein biologisch resorbierbares, hamostatisches Polyglucan mit einem neutralen pH-Wert entwickelt 
worden. das unmittelbar hamostatische Aktivitat besitzt und unter enzymatischer Hydrolyse zu naturlichen 
Metaboliten des Gastorganismus resorbiert wird. * 

Starke-, Amylose-, Algin-, Gelatin- und Kollagenschwamme sind als resorbierbare hamostatische Mittel 10 
bekannL Das Verfahren zur Herstellung des Starkeschwamms ist in der US- PS 25 97 Oil beschrieben. In der <^4lS~ 
US-PS 30 81 181 ist ein Verfahren zur Herstellung von Amyloseschwammen beschrieben. In der US-PS 
36 53 383 ist ein Verfahren zur Herstellung von Alginschwammen beschrieben. Das Verfahren zur Herstellung 
von Gelatineschwammen ist in den US-PS 24 65 357 und 28 99 262 beschrieben. Das Verfahren zur Herstellung 
von Kollagenschwamnien ist in der CA-PS 9 20 754 beschrieben. Teilweise hydrolysierte Poly aery Initrilschwam- 15 
me sind in der US-PS 37 09 842 beschrieben. In den US-PS 27 64 159, 29 14 444 und 31 22 479 sind Schwamme 
aus Starke-, Inulin- und Celluloseathern beschrieben. Nur Gelatine- und Kollagenschwamme sind zur Zeit im 
Handel als resorbierbare hamostatische Schwamme erhaltlich. Diese resorbierbaren Schwanme haben einen 
oder mehrere Nachteile, wie unzureichende hamostatische Aktivitat, fehlende Haftfahigkeit am blutenden 
Gewebe oder Erzeugung heftiger Fremdkorperabwehrreaktiorfen. 20 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, wasserunlosliche vernetzte Polyglucandiester-F* rirogele in Form 
eines Pulvers oder in Form netzartiger poroser Schwamme sowieein Verfahren zu ihrer Herstei'im^ zu schaffen, 
die die Nachteile der bekannten Hydrpge'lXhwamme und anderer Produkte nicht aufweisen und die hervorra- 
gendes Haftvermogen und hamostatische Eigenschaften an der blutenden Wunde besitzen, nicht hautreizend 
sind und unter enzymatischer Hydrolyse zu naturlichen Metaboliten des Gastorganismus ohne Reizung des 25 
Gewebes oder toxische Effekte vollslandig resorbiert werden. 

Diese Aufgabe wird durch die Erfindung gelost Die Erfindung betrifft somit die in den Patentanspruchen 1 bis 
8 gekennzeichneten Gegenstande. 

Die wasserunloslichen vernetzten Polyglucandiester-Hydrogele bestehen aus einem dreidimensionalen Netz- 
werk aus Amylose, Dextran oder Pullulan und Bernsteinsaure oder Glutarsaure. Die Produkte sind praktisch frei 30 
von Fenstern oder geschlossenen Zellen. 

Wenn eine waBrige Amylosesuccinat- oder Amyloseglutaratlosung in einer bestimmten Weise in Gegenwart 
eines Netzwerkbildners lyophilisiert wird, schmilzt sie an einem bestimmten Punkt des Gefriertrocknungszyklus 
unter Bildung eines netzartigen Schwammes. Dieses Phanomen wird beim Gefriertrocknen manchmal als 
"Zuruckschmelzen" (melt-back) bezeichneL 35 

Polyglucanmono- oder -halbester der Bernstein- oder Glutarsaure konnen nach einer Vielzahl von Methoden 
hergesteilt werden. Fur die Zwecke der Erfindung kann jede Methode angewendet werden. bei der ein volHg 
wasserlosliches Polysaccharid in Form eines Bernstein- oder Glutarsauremonoesters mit einem Substitutions- 
grad von 0,35 bis 2,5 entsteht Der Substitutionsgrad ist das Molverhaltnis von Succinat oder Glutarat pro 
Anhydroglucose. Es wurde sowohl nach einem von Jeanes and Jones in J. Amer. Chem. Soo, Bd 74 (1952), Seiten 40 
61 16 bis C 11 7, beschriebenen Verfahren mit Hilfe von heiBem Formamid als auch nach einem abgewandelten. in 
der US-PS 24 61 1 39 beschriebenen Verfahren mit Hilfe von • aBriger Alkalilauge gearbeitet 

Wenn die Polyglucansuccinate oder -glutarate in der beschriebenen Weise getrocknet werden, kondensieren 
die freien Carboxylgruppen der Bernstein- oder Glutarsauremonoester intermolekular mit nicht umgesetzten 
Hydroxylgruppen eines anderen Polyglucanmolekuls unter Bildung von Esterquerverbindungen. Das entstande- 45 
ne Produkt ist ein Hydrogel. Ein Produkt. dessen Vernetzungsgrad eihen solchen Wert hat daB es wasserunlos- 
lich ist. aber in W asser quillt. wird als Hydrogel bezeichneL 

In den Aobildungen (Fig. 1 —3) sind feste Hydrogele der Erfindung wiedergegeben. 

Fig. 1 zeigt eine typische Elektronenraster-Mikrophotographie des erfindungsgemaBen netzwerkartigen Hy- 
drogelschwamms von Amylosesuccinat in trockenem Zustand und 145facher VergroBerung; 50 

Fig. 2 zeigt in 52facher VergroBerung im Querschnitt einen gemaB Beispiel 12 hergestelhen Schwamm, der in 
einem Epoxidharz eingebettet ist; 

Fig. 3 zeigt 145fach vergroBert eine Mikrophotographie eines Teils der in Fig. 1 v/iedergegebenen Probe nach 
dem Quellen in Wasser und anschlieBendem Gefriertrockner E? ist zu erkennen. daB die Vernetzungen des 
diester-vernetzten Amylosesuccinats des dreidimensionalen Netzwerks in der GroBe anwachsen und eine 55 
eigene mikroporose Struktur besitzen. Die Vernetzungen des Schwamms seib^t sind deshalb Hydrogele; 

Fig. 4 zeigt graphische Darstellungen der Haufigkeitsverteilung in % der PorengroBen in vier gemaB Beispiel 
12 hergestelhen Schwammen. 

Der Ausdruck ,r Polyglucan w bezeichnet Amylose, Pullulan oder Dextraa mit einem mittleren Molekularge- 
wicht von ungefahr 500 bis mehrere Millionen. die aus Glucoseresten bestehen. die untereinander hauptsachlich 60 
in der ff,- 6 -Stellung oder a,_ 4 -Stellung glykosidisch verbunden sind Zur Herstellung biologisch resorbierbarer 
hamostatischer Mittel werden lineare und or-verbundeneGlucane bevorzugt 

Fur die genannten Polyglucane ist Wasser das geeignetste Reaktionsmedium; unter bestimmten Umstanden 
konnen auch andere Losungsmittel mit ahnlichen Losungseigenschaften, wie Dimethylsulfoxid. Formamid. Di- 
methylformamid. Dimethylacetamid. 2-Pyrrolidon oder l-Methyl-2-pyrrolidcn. verwendet werden. Auch Lo- 65 
sungsgemische m ; t Wasser als Hauptbestandteil konnen verwendet werden. 

Die Bernstein- oder Glutarsaure wird vorzugsweise in Form ihrer Anhydride eingesetzt. 

Die diester-vernct/.ten Polyglucan-Hydrogelpulver werden folgendermaBen hergesteilt: 
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(a) Das Polyglucan wird zuerst in einem Losungsmittel, wie heiflem Formamid, wSOriger Alkalihvdroxidlo- 
sung oder Wasser, aufgelost. ' 

(b) Die Polyglucanlosung wird mit Bernsteihsaureanhydrid oder GlutarsSureanhydrid unter Bildung des 
entsprechenden Monoesters umgesetzt. Bei der Umselzung in heiflem Formamid ist Natriumacetat in 
Wasser Natnumhydroxid ein geeigneter Katalysator. In waDrigen Systemen wird der pH-Wert bei etwa 7 0 
bis 9 0 und die Temperatur bei 5 bis 25°C gehalten. Die Polyglucanmonoester soilen einen Substitutionsgrad 
(SG) von etwa 0,35 bis 2,5, vorzugsweise von 0,8 bis 1,2 besitzen. Produkte mit hoherem oder niedrigerem 
SG besitzen entweder mcht geniigend Vernetzungsstellen oder konnen in.Wasser unloslich sein. 

(c) Das Reaktionsgemisch wird von unloslichen Verunreinigungen abfiltriert. 

(d) Unerwunschte Salze oder Nebenprodukte mit niedrigem Molekulargewicht vverden aus dem Reak- 
tionsgemisch durch Dialyse oder Ausfallen in einem organischen Losungsmittel, wie Aceton oder einem 
aliphatiscnen Alkohol, oder durch Senken des pH-Wertes entfernt. 

(e) Die Polyglucansuccinat- oder Polyglucanglutaratmonoester werden in der Losung in die freien Sauren 
umgcwandelt. Dazu wird der pH-Wert auf weniger als etwa 5,2, vorzugsweise weniger als 4.5 und oberhalb 
3,8 eingestellt Vorzugsweise werden Salze mit niedrigem Molekulargewicht. die wahrend der pH-Einstel- 
lung gebildet werden, durch Dialyse entfernt. Die untere pH- Wertgrenze wird oft durch die Loslichkeit der 
Polyglucanmonoester in der Saureform bestimmt. Beispielsweise ist Amylosesuccinat mit einem SG von 
ungefahr i in Wasser unterhalb pH 3,8 unloslich. Das Produkt wird deshalb nicht auf einen pH-Wert von 
unterhalb3,8angesauert. y 

(f) Der Poiygiucanmonoester in der Saureform wird entweder als dOnner Film auf einer Unterlage oder 
durch Spruhen zu einem nichtklebrigen. vorzugsweise weniger als 10% Wasser enthaltenden Produkt 
getrocknet. , 

(g) Das erhakene Produkt wird dadurch vernetzt, daB man das Restwasser und das bei der Vernetzung 
entstehende Reaktionswasser abtrennt. Bei der Umsetzung in einem Vakuumofen oder in einem wasserfrei- 
en Losungsmittel kann die Temperatur etwa 55°C betragen. Vorzugsweise wird aber ein Umlufttrockner 
mit einer Temperatur von oberhalb 105°G zur Bildung der Diestervernetzungen verwendet Die obere 
Temperaturgrenze liegt bei etwa 135° C, da die Verkohlung der Produkte im allgemeinen oberhalb dieser 
Temperatur beginnt Die zur Vernetzung erforderliche Zeit hangt nicht nur vom pH-Wert des Produktes 
der Temperatur, dem Druck, dem Luftstrom und der relatives Feuchtigkeit. sondern auch von der Art des 
Polyglucans, vom Substitutionsgrad des Monoesters, der Filmdicke oder TeilchengroBe ab. Sie wird so 
gewahlt. daB ein wasserunlosliches Produkt entsteht, das als pulverisiertes neutrales Natriumsalz sein 
Trockengewicht auf etwa das 5- bis 30fache, vorzugsweise etwa 5- bis 20fache seines Ausgangsgewichtes 
mit isotonischer Kochsalzlosung steigern kann. Dieses Phanomen ist als Saizretention bekannt Urn hamo- 
statisch aktiv zu sein. soil das Produkt eine Saizretention von etwa 5 bis 30, vorzugsweise etwa 5 bis 20 
haben. 

(h) Der Film wird von der Unterlage entfernt und entweder trocken oder naB zur gewQnschten GrdBe 
gemahlen. 

(i) Zur Erzielung maximaler Absofpuoiiseigensehaiien. besier bioiogischer Vertragiichkeit und Stabiiicai 
wird das Pulver in physiologisch vertragliche Salze, wie Natrium-. Kalium-, Magnesium-, Ammonium- oder 
Calciumsalze. mit einem pH-Wert von etwa 5 bis 8 umgewandelt. Gee : /nete Anioner. dieser Salze sirid 
Succinate, Qlutarate, Acetate. Hydroxide, Carbonate, Bicarbonate. Chloride oder ihre Gemische. 

0) Zur leichteren Handhabung werden die Pulver vorzugsweise zu KorngroBen von groBer als 0,075 mm 
gemahlen oder durch Spruhen getrocknet Die obere Grenze liegt bei etwa 0,2 mm, da groflere Teilchen 
langsamer quellen und vom Korper langsamer resorbiert werden. 

Die bevorzugten Reaktionsprodukte enthalten lineare Polyglucanmolekule, die sowohl Monoester- als auch 
Diesterreste der Bernstein- oder Glutarsaure sowie deren Salze besitzen, die durch Diesterbrucken der allee- 
meinen Formel 6 v 

... ? - - - 

V — R — O — C — (CHj) x — C — Q — R — / 

verbunden sind, wobei R der Polyglucanrest und x ein ganze Zahl mit einem Wert von 2 oder 3 ist 

Die bevorzugten Hydrogele bestehen aus dreidimensional vernetzten Produkten aus Polygiucanmolekulen 
hauptsachiich mit a- 1—6- und a-1 —4-Bindungen, sowie ihren Bernstein- oder Glutarsauremonoestern und 
-diestern und deren Salzen, die durch Esterbrucken der vorstehenden allgemeinen Formel miteinander verbun- 
den sind. 

Die Hydrogele sind in Wasser unloslich, konnen aber auf Grund der vorhandenen Hydroxy!- und Carboxyl- 
gruppen sowie ihrer Salze in Wasser quellen. Die Quellkapazitat der Hydrogele wird als Gewichtsverhaitnis des 
in isotonischer Salzlosung gequollenen Produktes zum trockenen Produkt ausgedruckt und als Saizretention 
bezeichnet Die Saizretention der erfindungsgemaBen Hydrogele in Form ihrer Natriumsalze liegt im Bereich 
von etwa 5 bis 30 und besonders bevbrzugt bei 5 bis 20. 

Resorbierbare, netzartige Schwamme von diester- vernetzten Polygiucansuccinaten oder -glutaraten vor- 
zugsweise von Amylosesuccinaten oder -glutaraten. werden gemaB den vorstehend erlauterten Stuf en fa) bis ( e) 
gefoigt von den Stufen (f) bis (k) hergesteih: - . h 

(0 Eine Polyglucansuccinat- oder Polyglucanglutaratlosung mit einer Kbnzentration von 2^ bis 7,5%. 



f 
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vorzugsweise 3,0 bis 5,0%, wird mit Dimethylsulfoxid, Dimethylacetamid, Formamid, Dimethylformamid. 
2-Pyrrolidon oder l-MethyI-2-pyrrolidon als Netzwerkbildner versetzt. Diese Losungsmittel wurden vor- 
stehend als Reaktionslosungsmittel fur Polyglucane angefuhrt. Diese Netzwerkbildner bewirken ein gesteu- 
ertes Schmelzen oder "melt-back" des Schwamms wahrend des Gefriertrocknens. Zur Losung dieser Aufga- 
be soil der Netzwerkbildner folgende Eigenschaften besitzen: " 5 

1. Er soil in Wasser in einer solchen Menge I6slich sein, daB er den Gefrierpunkt des Wassers so 
erniedrigen kann, daB die Bildung eines Netzwerks erfolgt 

2. Bei den Gefriertrocknungstemperaturen und unterhalb etwa 0°C soli sein Dampfdruck niedriger als 
der des Wassers sein. io 

3. An einem bestimmten Punkt wahrend des Gefriertrocknens, wenn die Polyglucansuccinat- oder 
Polyglucanglutaratkonzentration mehr als 20% des gesamten Gewichtes der restlichen Masse betragt. 
soil der Gefrierpunkt der Masse unter der Produkttemperatur liegen, das heiBt, daB der gefrorene 
Anteil schmilzt 

4. Die an diesern Punkt gebildete FlQssigkeit muB ein Losungsmittel fur das Polyglucansuccinat oder 15 
-glutarat sein. Die optimale Menge des Netzwerkbildners hangt daher von dessen Art, der Konzentra- 
tion des Polyglucansuccinats oder -glutarats, der Konzentration von Salzen mit niedrigem Molekular- 
gewicht, dem Substitutionsgrad von Polyglucansuccinat oder -glutarat, dem*pH-Wert der Losung, der. 
Salzart, der Dicke der gefrorenen Losung, dem WarmefluB zum Inhalt der GefaBe wahrend des 



Opfriprtrocknens, der Geometrie und der Lsnge des Diffusions*// eges des 



wr c..u: r 



Kondensation und dem im GefriertrbcknungsgefaB herrschenden Druck. Im allgemeinen werden etwa 
0,15 bis 1 Teile des Netzwerkbildners pro Teil Polyglucansuccinat oder -glutarat eingesetzt. 

(g) Die Polyglucansuccinat- oder Polygtucanglutaratlosung wird mit dem Netzwerkbildner in ein GefaB 
gegeben und unter Drehen in einem sehr kalten Bad bei weniger als etwa -30°C eingefroren. V/enn die 25 
Losung nicht schnell unter Drehen eingefroren wird, bildet das Eis groBe, unregelmaBige Kristallc. Dies 
verursacht nach dem Lyophylisieren unerwunscht groBe und unregelmaBige Poren im Schwamm. 

(h) Das GefaB wird sodann auf einen Wert von weniger als etwa 1,3 mbar evakuiert und der Inhalt 
gefriergetrocknet. Zur Ausbildung der netzwerkartigen Schwammstruktur wahrend des Lyophilisierens 
wird das Vakuum in Abhangigkeit von der komplexen Wechselwirkung des jeweils verwendeten Netzwerk- 30 
bildners, der Konzentration des Polyglucansuccinats oder -glutarats, der Konzentration der Salze mit 
niedrigem Molekulargewicht, dem Substitutionsgrad des Polyglucansuccinats oder -glutarats. dem pH- 
Wert der Losung, der Salzart, der Schichtdicke der gefrorenen Losung, dem WarmefluB im GefaB wahrend 
des Lyophilisierens, der Geometrie und der Lange des Diffusionsweges des Wassers beim Sublimieren und 
Kondensieren und der Kondensationstemperatur eingestellt. 35 

(i) Nach dem Sublimieren wird der Schwamm von Polyglucansuccinat oder -glutarat durch Dehydratisieren 
verneizt. wobei Reste des Losungsmittelwassers und das bei der Vernetzungsreaktion entstehende Wasser 
entfernt werden. Die Vernetzung kann in einem Vakuumnfen oder einem wasserfreien Losungsmittel bei 
55° C durchgefuhrt werden. Vorzugsweise erfolgt die Vernetzung in einem Umlufttrockner bei Temperatu- 
ren von 105 bis 135° C. Das das Produkt im allgemeinen oberhalb 135°C langsarn abgebaut wird, bildet diese 40 
Temperatur die obere Grenze fur die Vernetzungsreaktiou. Die zur Vernetzung erforderliche Zeit hangt 
nicht nur von der Temperatur, dem Druck, dem Luftstrom und der relativen Feuchtigkeit, sondern auch von 
der Art des Polyglucans, vom Substitutionsgrad des Monoesters, dem pH-Wert des Produktes, der Salzart. 
der Konzentration der Salze mit niedrigem Molekulargewicht und der Dicke des Schwamms ab. Sie wird so 
gewahlt, daB ein wasserunlosliches Produkt entsteht. das als pulverisiertes neutrales Natriumsalz (Teilchen- 45 
groBe: 0,15 bis 030 mm) sein Trockengewicht auf etwa das 5- bis 30fache seines Ausgangsgewichtes mit 
isotonischer Kochsalzlosung steigern kann. Urn hamostatisch aktiv zu sein. soil das Pulver eine Salzreten- 
tion von etwa 5 bis 30, vorzugsweise 5 bis 20 besitzen. Der -^rnetzte Schwamm ist bei 21°C und 65% 
relativer Luftfeuchtigkeit weich und von niedriger Dichte und hat eine PorengroBc von durchschnittlich 
weniger als 1 mm. ein Leervolumen von 80 bis 95% und ein Schuttgewicht von 0,30 bis 0,075 g pro cm 1 . 50 
(j) Zur Erzielung maximaler Absorptionseigenschaften, bester biologischer Vertraglichkeit und Stabilitat 
wird der Schwamm in physiologisch vertragliche Salze, wie Natrium-, Kalium-, Magnesium-, Ammonium- 
oder Calciumsalze, mit einem pH-Wert von etwa 5 bis 8 uberfuhrt Geeignete Anionen dieser Salze sind 
Succinate, Glutarate, Acetate, Hydroxide, Carbonate, Bicarbonate, Chloride oder ihre Gemische. 

(k) Die Schwamme konnen bis zu ihrem Gebrauch durch Absaugen der Feuchtigkeit, vorzugsweise aber 55 
durch Losungsmittelaustausch oder an der Luft getrocknet werden. 

Zur Herstellung von Schwammen konnen die Stufen (c) und (d) weggelassen werden; in gleicher Weise 
konnen die Stufen (h) und (i) zusammengefaBt werden. 

Neben ihrer Eignung als Trocknungsmittel und Flussigkeitssorbentien sind die erfindungsgemaBen Hydrogel- 60 
pulver und Schwamme auBerst wertvolle resorbierbare hamostatische MitteL Sie bewirken erne sehr rasche 
Blutstillung und haften so fest an der Wunde, daB die Wunde beim Versuch, den Schwamm von der Wundober- 
flache abzuziehen, aufgerissen wird. Sie werden vom Korper ohne wesentliche entzundliche Reaktionen, Verzo- 
gerung der Wundheilung oder Bildung toxischer Abbauprodukte vollstandig resorbiert. 

Weiter konnen sie zur Verbesserung ihrer hamostatisch en Aktivitat zu anderen resorbierbaren oder nicht 65 
resorbierbaren Grundwerkstof f en gegeben werden. Weiterhin konnen sie als Sprengmitte! in Tabletten. wasser- 
enthaltende Abfuhrmittel, Mittel zur verzogerten Wirkstoffabgabe in Arzneimitteln und als Molekularsiebe 
verwendet werden. 
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Die bevorzugten erfindungsgemaBen schwammartigen Hydrogele haben eine mittlere PorengroBe von weni- 
gerals 1 mm, ein Leergewicht von etwa 80 bis 95%, vorzugsweise 90 bis 93%, und ein Schuttgewicht von etwa 
0.3 bis 0,075, vorzugsweise 0,15 bis 0,1 1 g/cm 3 . 

Experimentell wurde festgestellt. daD durch Aufbringen von H ydrogelpulver der Erfindung auf die Oberflache 
des Schwamms, der auf die Wunde aufgebracht werden soli, die hamostatische Aktivitat des Produktes verbes- 
sert wird. In diesem Fall kann der Schwamm unter ZurQcklassen des hamostatisch wirkenden Pulvers entfernt 
werden. Dadurch wird die gesamte Menge des hamostatischen Mittels verringert, das zur. Aufrechterhaltung der 
Hamostase bendtigt wird. Mehgen von etwa 0,1 bis 1,0 Gewichtsteile des Pulvers pro Gewichtsteil des 
Schwamms bind besonders bevorzugt Zu diesem Zweck soil das Pulver eine mittlere TeilchengroBe von 0 075 
bis 0,2 mmbesitzeh. 

Die Beispiele erlautem die Erfindung. 



Beispiel 1 

15 Amylosesuccinat 

400 g Kartoffelamylose mit 9,1% Wasser werden unter starkem Ruhren in 4 Liter Wasser bei 23° C eingesiebt 
Das erhaltene milchartige Gemisch wird auf 10°C gekuhit und mit 595 g einer 50,6prozentigen Natronlaufe und 
1 .7 LiterV/asser versetzt. Nach dem Aufklaren werden bei 13°G in das Gemisch 685 g pulverisiertes Bernstein- 
70 Saurcanhydnd eingesiebt. Nachuern der pi I-VVert auf etwa S abgesunken isi, wird 5 N tsuu uiiiauge uurch einen 
Tropftrichter mit einer solchen Geschwindigkeit eingetropft, daB der pH- Wert wahrend der Reaktion zwischen 
8 und 9 bleibt Es werden 788 ml der 5 N NatronJauge verbraucht. Wahrend der Umsetzung wird das Reaktions- 
gefaB so gekuhit. daB die Reaktionstemperatur 10 bis 22° C betragt. Der Substitutionsgrad der Succinatreste 
wird nach folgender Gleichung berechnet: 

Substitutionsgrad ^ i^g^ii, 
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wobei 

x Gewicht von Bernsteinsaureanhydrid in g, 
y = mMol verbrauchtes Natriumhydroxid, 
z = Trockengewicht der Amylose in g. 

Daraus folgt: 
Substitutions^ = i^^tliM. 
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Das.Reaktionsgemisch wird sofort filtriert. urn alle Teilchen zu entfernen. die groBer als 0.005 mm sind Der 
pH-Wert des Filtrats wird mit Essigsaure auf 4,0 eingestelit Zur Emfernung von Salzen mit niedrigem Moleku- 
largewicht wird die Losung so lange in einem Celluloseschlauch dialysiert, bis die spezifische Leitfahigkeit der 
Losung konstant isl Die Losung wird in einem Blitzverdampfer (Entspannungsverdampfer) auf eine Konzentra- 
tion von 13,2% fester Bestandteile eingeengt. 

Die erhaltene Losung (13,2% Feststoffgehalt; SG= 1,00; pH = 4,0), in der das Amylosesuccinat als Natriumsalz 
vorliegt, wird als 1 mm dicker Film auf Glasplatten gegossen. Die Filme werden 2 Stunden bei 60° C in einem 
Umlufttrockner getrocknet und unmittelbar danach in einem 120°C heiBen Umlufttrockner etwa 20 Minuten 
vernetzt Nach dem Abkiihlen werden die Filme und Platten 15 Minuten in einer 5prozentigen waBrigen 
Natnumbicarbonatlosung getrankt. Der Film wird von der Platte entfernt und auf ein Nylon-Tuch mit einem 
Flachengewicht von 28,8 g/m 2 gelegt Das Produkt wird sodann in destilliertem Wasser in einem mit einem 
Messer ausgerusteten Mischer von 0,946 Liter InhaJt 15 Sekunden bei hoher Geschwindigkeit gemahlen Der 
pH-Wert wird mit waBriger Bernsteinsaurelosung auf etwa 7,0 eingestelit Das erhaltene Hydrogelpulve/wird 
auf dem vorstehend genannten Tuch gesammelt und zweimal mit der 5fachen Menge seines gequollenen 
Volumens destilliertem Wasser gewaschen. Das Gel wird dadurch getrocknet, daB man es ; n der lOfachen 
Menge seines gequollenen Volumens wasserfreiem Aceton ausfallL Nach.dem Dekantieren des Acetons wird 
das Produkt in einem Vakuumofen 1 Stunde bei 60° C getrocknet. Das Produkt wird in einem Morser leicht 
vermahlen, urn Aggregate aufzubrechen. Das erhaltene Pulver wird nacheinander auf Sieben mit lichten Ma- 
schenweiten von 0,29. 0,15 und 0,075 mm gesiebt • 

Die Salzretention wird dadurch bestimmt, daB 500 mg Pulver mit einem bestimmten Feuchtigkeitsgehalt das 
aus der Siebung mit einem Sieb der lichten Maschenweite von 0.075 mm stammt, in 50 ml einer O^prozentiEen 
waBrigen Kcchsalzlosung 10 Minuten bei 23°C unter Ruhren gequollen werden. Das Hydrogelpulver wird auf 
einem zuvor gewogen en Stuck des vorstehend genannten Nylon-Tuches abtropfen gelassen. Das feuchte Pro- 
dukt wird auf dem Tuch abgewogen und der Wert der Salzretention nach f6lgender Gleichung berechnet: 

Salzretention = fguchtgewicht 
Trockengewicht 

Die Salzretention betragt 19,5. 

Die hamostatische Wirksamkeit wurde durch die Fahigkeit des Materials. Blutungen an verletztem Mtegewe- 
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be zu stiller bestimmt Ein erwachsener Hund wird mit Natriumpentobarbital anasthetisiert. Durch einen 
abdominalen Mittellinieneinschnitt wird die Milz freigelegt. Mit einer gekrttmmten Mayo-Sezierschere wird ein 
StOck Milzgewebe. herausgeschnitten. Die ausgeschnittene Flache betragt etwa 2,5 x 1 cm; die Tiefe der Excision 
hangt von der Krummung der Schere ab (ungefahr 3 mm tief). Die stark blutende Wunde wird mit trockener 
Baumwoilgaze abgetupft, und sofort werden ungefahr 300 mg des trockenen neutralen Natriumamylosesucci- 
nat-Hydrogelpulvers auf die Wunde gestreu*, wobei das Pulver 30 Sekunden mit einem trockenen Cellulosega- 
zeschwamm sanft angedruckt wird. Nach dem Entfernen des Gazeschwamms erfolgt kein weiteres Bluten. Der 
groBte Teil des Pulvers ist nicht mit Blut getrankt. Auch nach 10 Minuten wird kein Bluten beobachtet, so daB dss 
uberschussige Pulver durch Spulen mit isotonischer Kochsalzlosung entfernt wird. Der groBte Teil des Pulvers 
quillt in der Kochsalzlosung und wird weggewaschen. Das mit Blut getrankte Pulver bleibt an der Wunde, wirkt 
blutstillend und bekommt eine kautschukartige Konsistenz. Die Wunde kann betrachtlicher Bewegung widerste- 
hen und blutet nicht, da die Kruste zah an dem darunterliegenden Gewebe klebt 

Beispiel 2 

EinfluB des pH-Wertes bei der Vernetzungsreaktion 
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Aus einem Ansatz an Amylosesuccinat (Substitutionsgrad 1,0), das gemaB Beispiel 1 hergestellt und gereinigt 
wurde, werden Proben durch Einsteilen des pH-Wertes auf 5,0, 5,2 und 5,5 mit einer waBrigen Natriumbicarbo- 
natlosung hergestellt. 1 mm dicke Filme dieser Proben werden im Umlauftrockner 2 Stunden auf 60° C und 20 
danach i,5 stunden auf 120°C erhitzt Sehr gute Vernetzung wurde bei pH-Werten von 5,0 und 5,2 erreicht. wie 
aus der Unldslichkeit der zahen Filme beun Neutralisieren in 5% waflriger Natriumbicarbonatlosung zu ersehen 
ist. Die bei einem pH-Wert von 5,5 vernetzte Probe bildete einen undurchsichtigen cremefarbenen Film, der sich 
in Sprozentiger waBriger Natriumbicarbonatlosung aufloste, was daraur hindeutet, daB keine Vernetzung statt- 
gefunden hat. 

Beispiel 3 

Amylosesuccinat mit maximalem Substitutionsgrad 

30 

Amylosesuccinat wird gem&B Beispiel 1 hergestellt. Es werden 30 g Amyiose, 200 ml Wasser,200 g Bernstein- 
saureanhydrid, 21,1 g 50,6prozentige waBrige Natronlauge und 7843 g 5 N Natronlauge verwendet Der Sub- 
stitutionsgrad des entstandenen Amylosesuccinats betragt 2,43. Dieses Produkt wird filtriert, dialysiert und 
gemaB Beispiel 1 vemetzL Einige Filme werden 22 Minuten auf 120°C und andere 35 Minuten auf 120°CerhitzL 
Die Salzretention dieser Proben (Pulver mit KorngroBen kleiner als 0,15 mm) betragt 16,0 bzw. 15.6. Diese 35 
Pulver stillen das Bluten einer Milzwunde bei einem Hund in v/eniger ais 30 Sekunden. 

Beispiel 4 

Salze von Amylosesuccinat 40 

Die Calcium-, Magnesium-, Kalium- und Ammoniumsalze eines vernetzten Pulvers von Amylosesuccinat 
(Substitutionsgrad 1.1 ; Salzretention 13,4; hergestellt gemaB Beispiel 1) werden wie folgt hergestellt: 

Ungefahr 13 g des Natriumsalzes mit einer KorngroBe von kleiner als 0,15 mm werden in 50 ml W*sser 
verruhrt und mit 1 N Salzsaure auf einen pH-Wert von 4,0 angesauert. Das Gel wird zweimal in 100 ml Wasser 45 
gewaschen und danach 4 Minuten in einer 5gewichtsprozentigen Losung des in Tabelle I angegebenen Salzes 
geruhrt Das Gel wird dreimal in 100 ml Wasser, zweimal in 100 ml Aceton gewaschen und 1 Stunde unter 
vermindertem Druck auf 70°C erhitzt 

Tabelle I 50 
Kation WaBrige Salzl5sungen von Salzretention Hamostasegeschwindigkeit 

Ca++ 5% Calciumchlorid 8,1 Bluten in weniger als 

' A 30 Sekunden gestillt 55 

Mg ++ 5% Magnesiumacetat 11,0 desgl. 

K + 5% Kaliumacetat 10.6 deigl. 

NH 4 5% Ammoniumbicarbonat 10,2 desgL 

Beispiel 5 60 
Dextransuccinat 

100 g Dextran in 1 Liter Wasser werden bei 10°C abwechselnd mit 100 g Bernsteinsaureanhydrid und 31.48 g 
5 N Natronlauge so versetzt, daB der pH-Wert zwischen 8 und 9 und die Tempera tur zwischen 6 und 1 0°C bleibt. tr. 
Der Substitutionsgrad des entstandenen Dextransuccinats betragt 1,14. Die erhaltene Losung wird mit Eisessig 
auf einen pH-Wert von 4 angesauert, gegen Wasser so lange dialysiert. bis die spezifische Leitfahigkeit sich nicht 
mehr mit der Zen andert. und in einem Blitzverdampfer bei 45 bis 55°C auf einen Feststoff^hali vnn 
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eingeengL t mm dicke Filme der Polymerlosung werden auf Glasplatten gegossen. Einige Platten werden 2 
Stunden auf 60°C und dann 1 Stunde auf !20°C, andere 220 Minuten auf 60°C und dann 127 Minuten auf 120°C 
erhitzt Die Fdme werden in 5prozenuger waBriger Natriumbicarbonatlosung neuiralisierL in 100 ml Wasser in 
einem mit einem Messer ausgerusteten hochtourigen Mischer 15 Sekunden gemahlen, fDtriert und mit 600 ml 
Wasser vermischL Danach wird der pH-Wert des Gemisches mit Bernsteinsaure auf 7.0 eingestelit und das 
gemahlene Prodi'kt zweimal in 600 ml Wasser und zweimal in 400 ml Aceton gewaschen und in einem Valcuura- 
u- n ?r aU i^ C e f mtzt Die ^kene Probe wird in einem Morser gemahlen und in KorngroBen von 03 
bis 0,1 5, 01 5 bis 0,075 und unter 0.075 mm gesiebL Die Salzretention einer Probe mit einer KorngroBe von 03 bis 
0J5 mm die kurzere Zeit erhitzt wurde, betragt 85. die Salzretention einer langer erhitzten Probe hetragt 154 
Diese Pulver haben gute hamostatische Eigenschaften auf einer Milzwunde. da sie die Blutung in weniger als 30 
beicunden sullen. 

Beispiel 6 
Puliulansuccinat 

25 g PuHuIan in 225 ml Wasser werden bei 10°C mit 24 g einer 50.6gewichtsprozentigen Natronlauge versetzL 
Die Pullulanlosung wird gemaB Beispiel 5 abwechselnd mit insgesamt 35 g Bernsteinsaureanhydrid und 53 7 * 
d N Natronlauge versetzL Der Substitutionsgrad des erhaltenen Pullulansuccinats betragt 1.1. Die Pullulansucci- 
na ^ un S wird S em * B Beispiel 5 vernetzL Der Film wird jedoch aus einer 363prozentigen Losung hergesteilt 
und 90 Minute* auf 60°C und dann 40 Minuten auf 120°C erhitzt. Die Salzretention ernes pJ^ lTTr 
KorngroBe von 015 mm betragt 193. Dieses Pulver hat gute hamostatische Eigenschaften auf einer Milzwunde 
da es die Blutung in weniger als 30 Sekunden stilL. ' 

Beispiel 7 
Amyloseglutarat 

55 g Amylose in 500 ml Wasser werden bei 10° C mit 25,8 g einer 50.6gewichtsprozentigen Natronlauge 
versetzL GemaB Beispiel 5 wird die Amytoselosung mit insgesamt .114.1 g Glutarsaureanhydrid und 277 s 5 N 
Natronlauge abwechselnd versetzL Der Substitutionsgrad des erhaltenen Amyloseglutarats betragt 16 Die 
AmyloseglutaratlSsung wird gemaB Beispiel 5 vernetzL Der Film wird jedoch aus einer 27.1 prozentigen Ldsune 
hergeste.it und 1.5 Stunden auf 60°C und 25 Minuten auf 120°C erhitzt Die Salzretention betragl 143. Eine 
."Sf J d, I eses 1 Pu,v f rs nat S ute hamostatische Eigenschaften auf einer Milzwunde, da sie die Blutung in weniger 
als 30 Sekunden stillt. ' e e 
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Beispiel 8 
Dextran-Amyiosesuccinat 

44 g (52% Festbestandteile) eines gemaB Beispiel 5 hergestellten unvernetzten Dextransuccinats werden 
unter Runren mit 156 g (14,5% Festbestandteile) eines gemaB Beispiel 1 hergestellten unvernetzten Amylosesuc- 
anats versetzL Der pH-Wert der Losung wird mit waBriger Natriumbicarbonatlosung auf 4.2 eingestelit Ein 
I mm dicker Film dieser Losung wird 150 Minuten auf 60°C und 100 Minuten auf 120°C erhitzL Der Film wird 
gemaB Beispiel 5 zu Pulver verarbeitet. Die Salzretention eines Pulvers mit einer KorngroBe von 0 15 mm 

' ,25 V^P iese * PuIver hal g"te hamostatische Eigenschaften, da esdie Blutung einer Milzwunde in weniger 
als 30 Sekunden stillL * 6 

Beispiel 9 , 
Pullulan-Amylosesuccinat 

i^o 6 g ,¥Kt Fe , stb "tandteile) eines gemaB Beispiel 6 hergestellten unvernetzten Pullulansuccinats werden mit 
M2g (14 5% Festbestandteile) unvernetztem Amylosesuccinat gemaB Beispiel 8 vermischt. Der Film wird 
jedoch 35 Minuten auf 120°C erhitzL Die Salzretention betragt 16,1. Das Pulver hat gute hamostatische 
tigenscnaften, da cs die Blutung einer Milzwunde in weniger als.30 Sekunden stillt. 

Beispiel 10 

Amyloseglutarat — Amylosesuccinat 

/«frof ^V' 7 Z° Fes ^ e sfandteile) gemaB Beispiel 7 hergestelltes unvernetztes Amyloseglutarat werden mit 120 z 
(14.5% Festbestandteile) unvernetztem Amylosesuccinat gemaB Beispiel 8 vermischt. Der Film wird jedoch 25 
Minuten auf 120 C erhitzt Die Salzretention betragt 22,8. Das Pulver hat gute hamostatische Eigenschaften, da 
es die Blutung einer Milzwunde in weniger als 30 Sekunden stillL ^ 
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Beispiel 11 



Herstellung eines Amylosesuccinatschwaxnms 



Formamld als Netzwerkbildner 
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400 g Kartoffelamylose mit 12^% Wasser werden unter starkem Ruhren bei 23° C in 4,7 Liter Wasser 
eingesiebt Das erhaltene milchige Gemisch wird in einem Eisbad auf 10°C abgekuhlt und mit 1475,3 g einer 
4,94 N Natronlauge versetzt Nach dem Auflosen der Amylose werden 585 g pulverisiertes Bernsteinsaurean- 
hydrid bei 8° C eingetragen. Nachdem der pH-Wert auf 7 abgesunken ist, wird 434 N Natronlauge durch einen 10 
Tropftrichter mit einer solchen Geschwindigkeit eingetropft, daB der pH-Wert wahrend der Reaktion bei etwa 
8±1 bleibL Es wird saviel Natronlauge zugegeben, bis sich der pH-Wert der Losung bei 8,5 stabilisierc Die 
zuruckgebliebene Natronlauge wird abgewogen und der Gesamtumsatz der Base genau mit 2257,2 g oder 
19123 ml bestimmt- Wahrend der Reaktion wird das ReaktionsgefaB gekuhlt, urn die Reaktionstemneratur 
zwischen 8 und 20° C zu halten. Der Substitutionsgrad der Succinatgruppen pro Anhydroglucoseeinheit wird 15 
nach der in Beispiel 1 angegebenen Gleichung mit 1,04 berechnet- Nach beendeter Reaktion wird der pH-Wert 
der Losung mit Essigsaure auf 4,5 eingestellt Die Losung wird filtriert, urn aile Teilchen zu entfernen, die groBer 
als 0,05 mm sind Die filtrierte Losung wird sodann dialysiert, urn MolekGle mit niedrigem MolekulargewK.hr zu 
entfernen. Es wird in einer Hohlfadendialyseeinheit gegen destilliertes Wasser so lange dialysiert bis eine 
konstante spezifische Leitfahigkeit bei einem Druckunterschied von 665 mbar auftritL Der pH-Wert der Losung 20 
wird wahrend der Dialyse auf 4,0 eingestellt. Die erhaltene Losung von Amylosesuccinat, das in der Natriumsalz- 
form mit einem pH-Wert von 4,0 vorliegt, hat einen Feststoffgehalt von 5,15%. Ein Teil dieser Losung, namlich 
1 26,2 g (die 6,5 g Feststoffen entsprechen), wird mit 2,4 ml Formamid und genugend Wasser grundlich vermischt. 
um das Gesamtgewicht auf 160 g zu bringen. Diese Losung wird einheitlich an der Innenwand e : nes 1,2 Liter 
fassenden Virtis Shell-Gefrierkolbens (Modell Nr. F-128) gefroren, wobei der Kolben horizontal in einem Trok- 25 
keneis/Acetonbad (-78°C) so lange gedreht wird, bis die gefrorene Losung unter lautem Kxachen von den 
Glaswanden abfallt Nach dem Entfernen aus dem Trockeneis/Acetonbad wird der Kolben sofort in eine 25,8 cm 
lange Hulse eines kreisformig geknupften Kupfergitters gesteckt und an den AnschluB eines Gefriertrockners 
mit einem Edelstahlrohr von 8 cm Lange und 16 mm Innendurchmesser angeschlossen. Der Druck wird zwi- 
schen Probe und Kuhlfalle gemessen und bei 0,8 mbar gehalten. Das Kupfergitter laBt wahrend des Gefrier- 30 
trocknens einen einheitlicheren WarmefluB in dem Kolben zu. Es wird auf diese Weise ein einheitlicherer 
Hydrogelschwamm erhalten. 

Der IColben wird den atmospharischen Umgebungsbedingungen bei ungefahr 24° C und SOprozentiger relati- 
ver t-uf tfeuchtigkeit ausgesetzt und. wenn moglich, in Zeitabstanden gedreht, um teilweise auftretende Unter- 
schiede im WarmefluB von einer Seite zur anderen auszugleichen. Beim Einfrieren eines Thermoelementfuhlers 35 
in der ProduktauBenhaut innerhalb des Kolbens wird festgestellt, daB die Gefriertrocknung hauptsachlich 
(ungefahr 4,5 Stunden) bei Temperaturen von -11 bis -9°C mit einem leichten Abfall zu -13°C kurz vor 
einem scharfen Temperatursprung zur Umgebungstemperatur am Ende der Gefriertrocknung erfolgL Die 
Gefriertrocknung verlauft sehr rasch (ungefahr 1 Stunde schneller) an den Enden des Kolbens. Der IColben wird 
noch mehrere Stunden am Gefriertrockner belassen, nachdem die Innentemperatur auf die Raumtemperatur 40 
gestiegen war. 

Der Schwamm wird sorgfaltig aus dem Kolben mit einem Spatel entfernt, aufgeschnitten und flachgelegt. Im 
Umlufttrockner wird er 2 Stunden bei 60°C getrocknet und unmittelbar danach 25 Minuten bei 120°C vernetzL 

Der vernetzte Schwamm wird durch folgende Messungen gekennzeichnet: Grundgewicht, Dicke, Dichte, 
Leervolumen. LuftfluBporositat und Salzretention. Mit Ausnahme der Salzretention werden diese Messungen an 45 
einem 41.7 cm 2 groBen Stuck eines nicht neutralisierten Schwammes durchgefuhrt, der mindestens 48 Stunden 
bei 21°C und 65prozentiger relativer Feuchtigkeit behandelt wurde. Das Grundgewicht betragt 0.0192 g/cm 2 . 
Die Dicke (0,165 cm) wird als Mittelwert von 13 Messungen bestimml, die mit einem Zeigermikrometcr ohnc 
Belastung am FuB durchgefuhrt wurden. Die Dichte betragt 0.1 16 g/cm 3 . Das Leervolumen bas ; frt auf der 
absoluten Dichte des Polymeren ( 1 3 g/cm 3 ), die dadurch bestimmt wird, daB ein aus einem Schaum hergestelltes 50 
Pulver in Chloroform mit der Dichte 1,498 g/ml langsam sinkt und in Chloroform, das 25% Tetrachlorkohlen- 
stoff mit der Dichte 1395 g/ml enthalt, schwimmt Das Leervolumen wird mit c *23°/o nach der folgenden Formel 
berechnet: 



Die LuftfluBporositat wird mit einer Frazier Permeabilitats-MeBvorrichtung mit einer speziellen Adaptor- 
platte gemessen. die die Schwammoberflache fur den LuftdurchlaB auf 6,26 cm 2 beschrankt Die LuftfluBporosi- 
tat wird an drei Schwammoberflachen gemessen. Der Mittelwert betragt 25 284.5 cm 4 /cm 2 /min bei 1013 mbar. 60 
2I°C und 65% relativer Feuchtigkeit 

Die Salzretention wird an einer Probe bestimmt, die in einem Ofen bei 60° C bis zur Bruchigkeit getrocknet, 
sanft zu Pulver zerstoBen und zu KorngroBen von 03 bis 0,15 mm gesiebt wird. Diese Fraktion wird unter 
Ruhren mit einer Sprozentigen waBrigen Natriumbicarbonatlosung (75 ml/g des Pulvers) versetzt, danach auf 
einem Nylon-Tuch mit einem Flachengewicht von 28,8 g/m 2 gesammelt und dreimal mit dem funffachen seines 65 
Quellvolumens an destilliertem Wasser gewaschen. Der Losungsmittelaustausch des Gels wird mit dem zehnfa- 
chen seines Quellvolumens an wasserfreiem Aceton durchgefuhrt. Das Produkt wird in einem Vakuumofen I 
Siunde bei 60°C volistandig getrocknet. 500 mg des Pulvers (Trockengewicht nach Ofentrocknung) werden 
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unter ROhren 10 Minuten mit 50 ml einer 0,9prozentigen waBrigen Kochsalzlosung bei 23° C versetzt. Das 
gequollene Pulver wird durch Abtropfen auf einem vorher abgewogenen Stuck des Nylon-Tuches bis zum Ende 
des Tropfens zuruckgewonnen; das nasse Pulver wird auf dem Tuch gewogen und die Salzretention nach der in 
Beispiel 1 angefuhrten Gleichung mit 13,25 bestimmL 

Zur Bestimmung der hamostatischen Eigenschaften wird der Schwamm unter sanftem Ruhren in einer 
lOprozentigen waBrigen Losung von Calciumacetat (74 ml/g des Schwamms) neutralisiert Danach wird eihe 
Cafciumhydroxidaufschlammung so lange zugegeben, bis sich der pH-Wert 10 Minuten bei 6,5 stabilisierL Der 
Schwamm wird aus der Losung entfernt, sanft abgepreflt, um uberschussige Losung zu entfernen, und dreimal 
mit je 13 Liter destilliertem Wasser gewaschen. Die Feuchtigkeit im nassen Schwamm wird durch Losungrmit- 
telaustausch in wasserfreiem Ace ton entfernt, was das Einschrumpfen des Schwamms auf nahezu seine Aus- 
gangsgroBe zur Folge hat Danach wird er zwischen Loschpapier gelegt und getrocknet 

Die hamostatischen Eigenschaften des neutralisierten Schwamms werden gemaB Beispiel 1 bestimmL Nach 
dem Abtupfen der Milzwunde mit trockener Baumwollgaze wird ein zweifach gefaltetes, 2,5x3,75 cm groBes 
Schwammstuck (ungefahr 300 mg) auf die Wunde gelegt und 30 Sekunden durch leichten Druck mit eiher 
feuchten Cellulosegaze angedruckt. Nach dem Entfernen der Cellulosegaze wird der Schwamm weitere 30 
Sekunden angedruckt, wenn noch eine Blutung auftritt Die Bewertung basiert auf der Zahl der 30 Sekunden-Pe : 
rioden des benotigten Andrucks. 

Nach einem Minimum von 15 Minuten Beobachtung, ohne daB Bluten auftritt, wird der Schwamm mit 
isotonischer Kochsalzlosung gesattigt und physik^Jisch von der Wunde abgelost, um seine Hafteigenschaften zu 
uberprufen. Nur die ersten 30 Sekunden werden zum Andrucken benotigt, um Hamostase zu bewirken. Der 
Schwamm hahet zah an der Wunde, wobei er Druck, Bewegung, Strecken der Milz und Reibeii widersteht 
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Beispiel 12 

Mikroskopische Charakterisierung von Amylosesuccinatschwammen 

Sechs Schwamme (A — F) weru l en gemaB Beispiel i 1 hergestellt, jedoch werden folgende Mengen an Forma- 
midverwendetrAkeinZusatz; Bl^ml; C2,2ml; D2,4ml: E 2,8 ml und F 32 ml. 

Die Netzwerkbildung dieser Schwamme reicht von sehr feinem (B) zu sehr grobem Netzwerk (F). Die 
Ergebnisse physikalischer Messungen an diesen Schwammen sind in Tabelle II zusammengefaBt: 



Tabelle II 



45 



50 



55 



60 



Probe 


Grundgewicht. 


Dicke. 


Dichte, 


Leervolumen, 


LuftdurchfluG- 


Salz- 


35 : 


g/cm 2 


cm 


g/cm 3 


o/o 


porositai. 


retention 












cmVcm 2 /min 




A') 


0.0175 


0.360 , 


0,049 


96,8 


0 


39,07 


B 1 ) 


0,0190 


0,163 


0,117 


92,2 


14 304,5 


19,54 


40 Qc) 


0.0161 


0.126 


0.128 


9\J5 


22 387 


15.13 


D») 


0,0165 


0.123 


0.135 


91,0. 


26 169 


15.20 


E 


0.0150 


0,105 


0.143 


90,5 


30 378 


13,27 


F 


0.0190 


0,130 


0,146 


903 


32 696 


12,72 



Anmerkungen: 

') Beziehl sich auf ein 100 cm 2 groBes Schwammstuck 

b ) Mittelwert von 6 Messungen an verschiedenen Stellen. 

c ) Diese Probe kann nicht ohne Zerfallen in einzelne Celteilchen neutralisiert werden. 

Proben der Schwamme B, C/ D und E werden in Epoxidharz eingebettet. Die Kanten der eingebetteten 
Schwamme werden dann von Hand mit rohem und feinem Sandpapier, Poliertuch und zum SchluB mit einer 
waBrigen Aluminiumoxidpaste poliert. Der glatt polierte "Querschnitt", der mit einer 52fachen VergroBerung in 
der Mikrophotographie von Fig. 2 gezeigt ist. wird im Dunkelfeld bei auffallendem Licht untersucht Zahlreiche 
Oberflachen eines jeden H Querschnittes ,T werden photographiert und auf eine GesamtvergroBerung von 160 
erweitert. Fur jede der vier Proben werden 13 bis 20 Mikrophotographien aufgenommea Auf jeder VergroBe- 
rung wird eine Linie entlahg und auf dem Querschnitt der glatten Schwammseite gezogen. Funf weitere Linien, 
je 2,5 cm entfernt. werden durch die Dicke des Schnittes und parallel zur Schwammoberflache gezogen. Ein 
metrisches Lineal wird entlang jeder Linie gelegt, und die Lange jeder Pore, die von der Linie getroffen wird, 
wird bis auf 0,1 cm (6,25 \im) genau gemessen. Die Messungen der Poren auf Linie 1 (glatte Schicht — die Seite in 
Kontakt mit der Behalteroberflache wahrend des Gefriertrocknens — im allgemeinen feiner und geschlossener 
in der Struktur ~ siehe unteren Teil der Oberflache des Querschnitts in Fig. 2) und Linien 3, 4 und 5 (vereinigt), 
die die Hauptmasse desSchwammes reprasentieren, werden in Lahgenklassen von je 2 cm auf den Vefgr6Berun- 
gen (entsprechend 125 u.m auf dem Schwamm) stuckweise ausgezahlt. Die Haufigkeitsverteilung von Poren pro 
Langenklasse(Angabein Prozent) ist in Tabelle III zusammengefaBt. 
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Tabelle lit 



GroBeneinteilung, Anteil an der zentralen Hauptmasse 

Mikrometer als Schwamm in °/o 

Probe 

B C D E 



Anteii an derglatten Schicht 
des Schwamms in % 
Probe 

BCD 



0-125 


483 


38,0 


30,1 


24.8 


79 


52 


51 


31 




125—250 


27,7 


22.6 


23,8 


223 


12 


30 


25 


35 


to 


250—375 


10.4 


17.3 


21,2 


22.1 


5 


9 


11 


17 


375—500 


8,0 


8,3 


12.6 


11.5 


2 


5 


9 


2 




500—625 


• 3.0 


43 


5,0 


4,0 


2 


1 




7 




625—750 


13 


3.4 


3,8 


4,4 


1 


3 


2 


5 




750—875 


0.6 


13 


1.7 


33 




1 


3 


1 


15 


875—1000 




1.6 


0,8 


13 








1 


1000—1125 






0.4 


1,8 


1 










1125 — 1250 




0,4 




0.4 








1 




1250—1375 




0,8 




03 












1375—1500 








0.4 










20 


1500—1625 




0.8 














1625—1750 








03 












1750-1875 




0,4 




0,4 












1875—2000 








0,4 












2000—2125 




0,4 




0,4 
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Diese Paten sind in Saulenforra in der Fig. 4 angefuhrt Die Daten fur die glatte Seite des Schwamms sind 
nicht schraffiert gezeigt, da die Daten fur die zentrale Hauptmasse des Schwamms durch Oberflachenschraffie- 
rung gezeigt sind 

Die in Tabelle IV angegebenen hamostatischen Daten werden gemaB Beispiei 1 1 erhalten. 

30 

Tabelle IV 



Probe Zaht der 30 sec- Bemerkungen zum Haften auf der Wunde 

Druckperioden 

bis zur Hamostase 35 

B 2 ICein Kafien; das Biui dringt nicht 

durch den Schwamm, sammelt sich 
aber darunter, indem es eine weiche 
Kruste zwischen Schwamm und *o 
Wunde bildet 

D 1 Gutes Haften. 

F 3 Gutes Haften, aber beim Strecken 

und Reiben dringt Blut durch die 
groSen Poren. 41 

Beisoiel 13 



Amylosesuccinatschwamm mit Formamid als Netzwerkbildner hergestellt 

50 

Ein Schwamm wird gemaB Beispiei 1 1 hergestellt, jedoch hat die Probelosun^ einen Feststoffgehalt von 1 2.0 g. 
und sie enthalt 4,0 ml Formamid; sie wiegt insgesamt 250 g. 

Folgende Werte werden von einem 100 cm 2 grcBen Schwammstiick erhalten: 

Grundgewicht,g/cm 2 0,035 55 
Dicke.cm 0,260 
Dichte.g/cm 3 0,135 
Leervolumen, % 91,0 

LuftdurchfluBporositat,cm 3 /cm 2 /m : in 18 1473') 

Satzretention 12,74 60 
a ) = Mittelwert von 6 Messungen 

Die hamostatischen Eigenschaften dieses Schwamms (in Form seines CalciunuMzes werden gemaB Beispiei 1 1 65 
bestimmt. Zwei 30 Sekunden-Druckperioden werden benotigt, urn Hamostase zu erreichen; das Haften an der 
Wunde ist mit Ausnahme der Kanten gut. 
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Beispiel 14 

Amylosesuccinatschwamm mit niedrigem Substitutionsgrad 

Der Schwamm wind gemaB Beispiel 1 1 hergestellt, jedoch wird weniger Bernsteinsaureanhydrid eingesetzt so 
daQ ein Amylosesuccinat mit eihem Substitutionsgrad von 0,324 anstatt 1,04 en ts tent. Die zur Herstellung des 
Schwamms verwendete Formamidmenge betragt 1,2 ml anstatt 2,4 ml. 

Folgende Werte werden von einem 100 cm 2 groBen Schwammstuck erhalten: 

Grundgewicht,g/cm 2 0,022 
Dicke.cm 0,130 
Dichte,g/cm J 0,166 
Leervolumen, % 88,9 

LuftdurchfluBporositat, cm 3 /cm 2 /min 18 147, 5 11 ) 
Salzretention geldst 

a ) Mittelwenvon6 Messungen 

Beispiel 15 

Amylosesuccinatschwamm mit hohem Substitutionsgrad 

Der Schwamm wird gemaB Beispiel 1 1 hergestellt, jedoch wird mehr Bernsteinsaureanhydrid eingesetzt. Es 
wird Amylosesuccinat mit einem Substitutionsgrad von 2,08 anstatt 1,04 erhalten. Es werden 2,5 ml Formamid 
anstatt 2,4 ml verwendet 

Folgende Werte werden fur den Schwamm erhalten: 

Grundgewicht,g/cm 2 0,018 
Dicke.cm 0,133 

Dichte,g/cm 3 0,138 m 
Leervolumen. % 90,8 

LuftdurchfluBporositat,cmVcm 2 /min 25 925 
Salzretention 15,49 

Die hamostatischen Eigenschaften des Schwamms (in Form seines Calciumsalzes) werden gemaB Beispiel \ 1 
bestimmt Es werden drei 30-Sekunden-Druckperioden benotigt, um Hamostase zu erreichen. Der Schwamm 
hat heryorragende Hafteigenschaften an der Wunde. 

Beispiel 16 

Amylosesuccinatschwamm mit Formamid als Netzwerkbildner hergestellt 

Der Hydrogelschwamm wird gemaB Beispiel 1 1 hergestellt, jedoch werden 2,6 ml Formamid und als Gefrier- 
trocknungsgefaB ein mit Polytetrafluorathylen beschichtetes AluminiumgefaB (Abmessungen: Innendurchmes- 
ser 8,6 cm; Hohe 18,5 cm; Wanddicke 8 mm) verwendet, das einen grqBeren WarmefluB zum Produkt als 
GlasgefaBe zulaBt. Das GefaB wird oben mit einem Gummistopfen verschlossen und an einen Gefriertrockner 
Qber ein Rohr mit 9 mm Innendurchmesser angeschlossen. } 

Ein 100 cm 2 groBes Schwammstuck weist folgende Werte auf: 

Grundgew*cht; g/cm 2 0,021 
Dicke;cm 0,086 , 
Dichte,g/cm 3 0,245 
Leervolumen, % 83,7 

LuftdurchfluBporositat,cm 3 /cm 2 /min 15 189 a ) 
Salzretention 1 137 

a ) ~ Mittelwert von 6 Messungen 

Die hamostatischen Eigenschaften des Schwamms (in Form seines Calciumsalzes) werden nach Beispiel 11 
bestimmt Um Hamostase zu erreichen, werden drei 30-Sekunden-Druckperiodeh benotigt Mit Ausnahme der 
Kanten ist das Haften des Schwamms an der Wunde gut 
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Beispiel 17 

Amylosesuccinatschwamm mit Formamid als Netzwerkbildnerhergestellt 
Der Hydrogelschwamm wird gemaB Beispiel 1 1 hergestellt, mit der Ausnahme, daB 

1. die Losung 7,0 g Feststoffe und 3,0 ml Formamid enthalt und 180 g wiegt; 

2. sie an der Innenwand eines mit Polytetrafluorathylen ausgekleideten AluminiumgefaBes (Abmessung: 
lanerer Durchmesser 8,5 cm; Hohe 17,5 cm; Wanddicke 8 mm) gefroren wird, das an der Spitze mit einem 
Gummistopfen verschlossen ist, der in der Mitte ein 1 cm groBes Loch hat; 

3. in einem Etagengefriertrockner bsi 0,46 bis 0,53 mbar (zwischen Kuhlfalle und Pumpe gemessen) gefrier- 
getrocknet wird und die Etagentemperatur 93°C betrSgt 

Der Schwamm besitzt folgende Werte: 

Grundgewicht, g/cm 2 0,022 
Dicke.cm 0,187 
Dichte,g/cm 3 0,115 
Leervo1umen,% 92,3 

LuftdurchfluBporositat.cm 3 /cm 2 /min 23 271.5 
Salzretention 12,79 

Beispiel 18 

Amylosesuccinatschwamm mit N-Methyl-2-pyrroIidon als Netzwerkbildner hergestellt 

Der Hydrogelschwamm wird gemaB Beispiel 1 1 hergestellt, mit der Ausnahme, daB 3,4 ml N-Methyl-2-pyrro- 
lidon anstelle von Formamid eingesetzt werden und daB so viel Wasser zugesetzt wird, um das gesamte 
Losungsvolumen auf 220 ml aufzufGlten. 

Ein 100 cm 2 groBes Schwammstuck besitzt folgende Werte: 

Grundgewicht, g/cm 2 0,020 
Dicke,cm 0,184 
Dichte,g/cm 3 0,108 
Leervolumen, % 92,8 

LuftdurchfluBporositat,cm 3 /cm 2 /min 14 51 8 11 ) 
Salzretention 25,96 

a ) = Mittelwert von 6 Messungen \ 



Die Probe des Schwamms wird zusatzlich 20 Minuten bei 120°C vernetzt, um ihm genugend Starke zur 
Umwandlung in das Calciumsalz zu geben. Die hamostatischen Eigenschaften werden gemaB Beispiel 11 
untersucht. Es werden zwei 30-Sekunden-Druckperioden benotigt Der Schwamm hat hervorragende Haftei- 
genschaften an der Wunde. 

Beispiel 19 

Amylosesuccinatschwamm mit Dimethylsulfoxid (DMSO) als Netzwerkbildner hergestellt 

Der Schwamm wird gemafl Beispiel 1 1 hergestellt, mit der Ausnahme, daB 2,7 ml DMSO anstelle von 
Formamid eingesetzt werden. 

Ein 100 cm 2 groBes Schwammstuck besitzt folgende Werte: 

Grundgewicht, g/cm 2 0,018 
Dicke,cm 0,164 
Dichte,'g/cm 3 0,112 
Leervolumen, % 92,5 

LuftdurchfluBporositat,cm 3 /cm 2 /min 19 916^ a ) 
Salzretention 21,68 

a ) = Mittelwert von 6 Messungen 



Die hamostatischen Eigenschaften des Schwamms (in Form seines Calciumsalzes) werden gemaB Beispiel 1 1 
untersucht Es werden zwei 30-Sekunden-Dmckperioden benotigt, um Hamostase zu erreichen. Der Schwamm 
hat hervorragende Hafteigenschaften an der Wunde. 
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Beispiel 20 
Amylosegluiaratschwamm 



5 Der Schwamm wird gemaB Beispiel 1 1 hcrgcslelll, mil der Ausnahmc, daD Amyloseglutarat anstatt Amylose- 
succmat eingesetzt wird Das Verfahrcn zur Hersteliung von Amyloseglutarat ist im wesentlichen gleich Beispiel 
11. mit der Ausnahme, daO Bernstemsaureanhydrid durch Glutarsaureanhydrrd zusammen mit den anderen 
. ReagentieninfolgendenMengeneLngesetztwird: *«ueren 

10 Amylose (1 1,5% Wassergehalt) 55,1 g 

Wasser 500 ml 

5 N Natronlauge, Anfangszugabe 65,0 ml 
Glutarsaureanhydrid(wasserfrei) 114,1 g 
5 N Natronlauge, Zugabe wahrend der Umsetzung 256,3 ml 
15 Natronlauge Gesamtzugabe (379,2 g) « 3213 ml 

Die Gleichung zur Bestimmung des Substitutionsgrades ist wie folgt zu modifizieren: 



20 ,62 Yi200x_ ^ 

Substitutionsgrad = V 114,1 I 

lOOOz 

wobei 

x = Glutarsaureanhydrid in Gramm 
25 y = Natriumhydroxid in Mol 

- z = Trockengewicht der Amylose in Gramm 

Darau's folgt: 

Substitutionsgrad '= t AA *» A J 

1000(48,8) 

Der Schwamm hat folgende Eigenschaften: 

Grundgewicht, g/cm 2 0,019 
Dicke.cm 0,173 
Dichte.g/cm 3 0,111 
Leervolumen, % 91,6 

LuftdurchnuBporositat,cm 3 /cm 2 /min 15 372 
Salzretention 16,67 



Die hamostatischen Eigenschaften des Schwamms (in Form seines Caiciumsalzes) werden gernaB Beispiel 1 1 
bestimmt Urn Hamostase zu erreiche'n, werden zwei 30-Sekunderi-Druckperioden benotigt. Der Schwamm hat 
45 hervorragendeHafteigenschaftenanderWunde. nai 

Beispiel 21 

Arnylosesuccinatpulverauf einem Amylosesuccinatschwamm 

GemaB Beispiel 1 hergestelites vernetztes Amylosesuccinatpulver wird auf die Oberflache eines vernetzten 
Amylosesuccmatschwamms gestreut, der gemaB Beispiel 11 hergestellt wurde. Zu diesem Zweck wird der 
Schwamm nut einem feinen Wassernebel bespruht, damit das Pulver an der Oberflache anhaftet Das Pulver 
wird danach auf der Schwamrnoberflache getrocknet, indem es zwischen zwei Nylon-Tucher gelegt und 15 
55 Minutenbei 50° C in einem Umlufttrockner getrocknet wird. g g 

Die Schwamme mit dem Pulver auf einer Oberflache wferden zur Messung der hamostatischen Aktivitat mit 

03 bis 0,15 mm bei lOprozentiger Zugabe verwendet wird, werden gute Hamostase- und Hafteigenschaften an 
der Wunde beobachtet Wenn ein Pulver mit KomgroBen von 0,15 bis 0.075 mm bei 30prozenS 
sSmm SrTt ,rd " amOSta K se C ™ c ^ Nach dem Anfeuchten mit isotonischer Kochs^lzlosun* Sder 
Schwamm entfernt werden, wobei ein Teil des Pulvers zuruckbleibt, das die Hamostase be wirkt 
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PROBE A 

Glatte Flache 

Hauptmasse des Schwammes 



PROBE B 

Glatte Flache 

Hauptmasse des Schwammes 




PROBE C 

Glatte Flache 

Hauotmasse des Schwammes 
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Hauotmasse des Schwammes 
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